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要旨 

 

滑膜肉腫(synovial sarcoma)は、全軟部肉腫の約 10%(年間発症例数が人口 100 万人に対

して 1-3 人)を占める悪性腫瘍で青年期(10-40 歳代)に多く発症する。この腫瘍は、18 番染

色体上のSS18 (synovial sarcoma translocation on chromosome 18)遺伝子とX染色体上の

SSX (synovial sarcoma X chromosome breakpoint)遺伝子の転座 t(X; 18)(p11.2; q11.2)に

よって SS18-SSX 融合遺伝子を生じ、この融合遺伝子が滑膜肉腫発症の引き金になってい

ることが示唆されている。滑膜肉腫は局所再発や転移に関して治療後も長期に渡り経過観

察が必要な腫瘍であり、予後不良の腫瘍であるものの、希少腫瘍のため治療法の開発が進

んでおらず、治療法が確立されていないのが現状である。現在、滑膜肉腫に対する化学療

法として二本鎖 DNA 切断を誘起する AI (Adriamycin + Ifosfamide)療法が行われており、

その奏功率は 50%未満と効果を示しているものの、滑膜肉腫と DNA 修復の関連性につい

て調べた研究はこれまでにない。そこで私は、滑膜肉腫に対する新たな化学療法の確立を

目的として、滑膜肉腫における二本鎖 DNA 修復活性の異常に関して解析を行った。その結

果、滑膜肉腫細胞株では DNA 相同組換え修復の後半部分で働く一本鎖 DNA 上に結合した

RPA32 と RAD51 が入れ替わることが出来ないことが原因となり、滑膜肉腫細胞株の DNA

相同組み換え修復活性が低下していることがわかった。そこで、DNA 相同組み換え修復不

全細胞に対して特異的に増殖を抑える PARP 阻害剤(Olaparib)による滑膜肉腫細胞株の増

殖抑制効果を検討したところ、滑膜肉腫細胞株は Olaparib に対して感受性を示した。さら

にその効果はアルキル化剤である Temozolomide との併用により増強されることがわかっ

た。これらの結果から、Olaparib と Temozolomide の併用が滑膜肉腫の治療に応用できる

可能性が示唆された。 

 また、多発性骨髄腫に使用されている Bortezomib も滑膜肉腫細胞株の増殖抑制効果を示

すことがわかった。Bortezomib を作用させた滑膜肉腫細胞株では、p21 の蓄積により Rb



タンパク質のリン酸化が阻害され、G1 期で細胞周期が止まることがわかった。これらの結

果から、Bortezomib も滑膜肉腫の治療に応用できる可能性が示唆された。 
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第 1 章 序論 

 

1.1 滑膜肉腫 

滑膜肉腫は、全軟部肉腫の約 10%を占め、関節を主として上肢および下肢に発症する悪

性の軟部肉腫である 1, 2。年間発症例数が、人口 100 万人に対して 2,3 人と非常にまれでは

あるが、青年期(10-40 代)で発症することが多く、有効な化学療法が確立されていないこと

から局所再発や転移に関して治療後も長期に渡り経過観察が必要な腫瘍である。関節近傍

でよく見られ、微視的な形状が関節を包んでいる滑膜と似ていたことから、「滑膜」肉腫と

名前がつけられた。しかしその後、滑膜肉腫の免疫組織化学的特徴が、紡錘腫瘍細胞のバ

ックグラウンドで腺上皮分化が見られる二相性を示すタイプのものおよび示さない単相性

の 2 つのサブタイプが確認され、滑膜との類似性を示さないことから、現在では由来が不

明な腫瘍として認識されている。また発症起源については、さまざまな報告があり、神経

系 3や筋芽細胞 4、上皮系幹細胞 5などがその由来の候補として指摘されている。 

滑膜肉腫は、ほぼすべての症例において 18 番染色体上の SS18 (synovial sarcoma 

translocation, chromosome 18)遺伝子と X 染色体上の SSX (synovial sarcoma X 

chromosome breakpoint)遺伝子の転座 t(X; 18)(p11.2; q11.2)が見られる 6。滑膜肉腫に特徴

的な分子マーカーが存在しないことから、この転座が見られるかどうかが確定診断となっ

ている。これまでのところ、9 つある SSX ファミリーのうち SSX1, 2, 4 の 3 種類が SS18

と転座を起こしていることが確認されており、その内訳は SS18-SSX1 が全体のおよそ 3 分

の 2、SS18-SSX2 が 3 分の 1、SS18-SSX4 が 2%未満となっている 2。また、症例数の男女

比は報告ごとにばらつきがあり、男女比が 1.1：1 や 1：1.2 という割合が報告されている

2, 7。滑膜肉腫は性染色体である X 染色体の転座が見られるものの、発症と男女差との関連

ははっきりしていない。 

滑膜肉腫の転座は、SS18 の C 末端の 8 残基が SSX の C 末端の 111-188 残基に置き換わ
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っている(Fig. 1)。この滑膜肉腫に特有な転座によって生じた SS18-SSX1 をラットの正常

線維芽細胞に発現させると、足場非依存的に増殖し、ヌードマウスにおいて腫瘍形成を誘

発することが報告されており、SS18-SSX1 は滑膜肉腫の発症において重要な役割を果たす

ことが示されている 8。 

 

1.2 SS18 および SSX  

SS18-SSX の転座が滑膜肉腫において確認されたのとほぼ同じ時期に、転座前の SS18、

SSX の cDNA の塩基配列が報告されている 6, 9。SS18 は、ヒトの幅広い組織に普遍的に発

現している 387 アミノ酸からなるタンパク質である。SS18 は、機能的なドメインを二つ持

っており、どちらも転写制御に関わっていることが明らかとなっている。その一つは、N

末端の 20-73 残基に存在する SNH (SS18 N-terminal homology) ドメインであり、もう一

つはグルタミン(Q)、プロリン(P)、グリシン(G)、チロシン(Y)リッチな QPGY ドメインで

ある。SS18 は DNA 結合能を持たないものの、QPGY ドメインに DNA 結合ドメインを融

合させると、レポーター遺伝子の発現を活性化させることから、SS18 は転写共役因子とし

て働くことが示唆されている。また、SS18 はクロマチン構造変換因子 SWI/SNF 複合体の

サブユニットである BRM および Brg1 と SNH ドメインを介して相互作用することで、レ

ポーター遺伝子の転写を抑制することがわかっている 10。さらに、SS18 は転写因子である

AF1011や p30012、ヒストン脱アセチル化酵素のサブユニットである mSin3A13と結合する

ことが報告されており、SS18 をノックアウトしたマウス線維芽細胞の解析により SS18 が

p300 の発現を誘導していることが示唆されている 14。 

一方、SSX は精巣および甲状腺にのみ発現の見られる 188 アミノ酸からなるタンパク質

である。また、SSX は、細胞移動に寄与することが報告されており、腫瘍の転移能を担う

のではないかと類推されている 15。実際、様々なタイプの腫瘍で発現が見られ、SSX3 を除

いて SSX1-5 は Cancer-Testis Antigens (CTA) の一つとして認識されている 16。SSX には
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二つの転写抑制ドメインが存在し、N 末端に KRAB (Krüppel-associated box) および C 末

端に SSXRD (SSX repressor domain) があり、C 末端の SSXRD は転座後の SS18-SSX に

も存在している(Figure 1-1)。SS18 と同様に DNA 結合能を持たないものの、どちらのドメ

インもレポーター遺伝子の転写を抑制している 17。このように転写抑制因子として機能する

ためには、DNA に結合するタンパク質との相互作用が必要になるが、これまで SSX は、

ポリコーム群タンパク質である Bmi1 や RING1 と共局在することが知られており 18、また

ホメオボックス遺伝子である Lhx4 と結合し、Lhx4 のターゲット遺伝子の転写を抑制して

いることが明らかとなっている 19。 

上記で述べたように SS18、SSX ともに転写に関連する遺伝子であり、滑膜肉腫において

転写異常が引き起こされていることが予想されてきた。実際、SS18-SSX によって転写異常

が引き起こされるターゲット遺伝子を探索する研究は盛んに行われてきており、当研究室

における遺伝子発現解析からも滑膜肉腫において発現抑制されている遺伝子がいくつか見

出されている 20 (Table 1)。また、他のグループからも SS18-SSX のターゲット遺伝子とし

て、滑膜肉腫の増殖および維持に必要な遺伝子に関する複数の報告がなされている 20-28 (Fig. 

2)。このように SS18-SSX は、滑膜肉腫の維持において必要不可欠な役割を担っているが、

DNA 結合能を持たないことから、直接のターゲット遺伝子を特定したり、転写制御のメカ

ニズムを解明したりすることは困難であった。だが、近年 SS18 はクロマチン構造変換因子

SWI/SNF (BAF)複合体の構成因子の一つであること、さらに、SS18-SSX は SWI/SNF 

(BAF)複合体と結合するが、SWI/SNF (BAF)複合体の構成因子の一つである BAF47 が複合

体に入ることを阻害することが明らかとなった 20, 29, 30。 

 

1.3 滑膜肉腫に対する治療法 

 一般的に軟部肉腫に対する治療法は手術による切除が原則であり、手術単独での切除縁

の確保が難しい場合に化学療法や放射線治療の併用が検討される。滑膜肉腫は症例数が少
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ないことから、軟部肉腫全体に対する臨床試験しか行われていない。そのため、以下で述

べる奏効率や生存期間中央値は軟部肉腫全体に対する数値を示した。近年、切除困難な進

行例を中心に化学療法の治療開発が進められており、1999年にEuropean Organization for 

Clinical and Treatment of Cancer (EORTC)が軟部肉腫進行例に対する Adriamycin を含

むアントラサイクリンを中心とした化学療法の 7 つの臨床試験 2,185 例についての後ろ向

き解析結果を報告している 31。その報告の中では、9 つのレジメンが用いられており、詳細

は以下の通りである。Adriamycin 単剤、Adriamycin + Ifosfamide、Adriamycin + 

Ifosfamide + G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor)、Epirubicin 単剤、

Epirubicin 単剤増量が 2 種類、Adriamycin + Dacarbazine + Cyclophosphamide + 

Vincristine (CYVADIC)の 4 週サイクル投与と 8 週サイクル投与、CYVADIC の増量 3 週サ

イクル投与となっている (Table 2)。生存期間中央値に関し、最も長かったレジメンは、

Adriamycin + Ifosfamide 投与群の 58 週であり、最も短かったレジメンは Adriamycin 単

剤投与群の 41 週であった(Table 3)。また、奏効率が最も高かったレジメンは、G-CSF を

使用することにより Adriamycin + Ifosfamide による副作用として現れる好中球減少症を

抑えることで、投与量を増加させたレジメンの奏効率が最も高く 46%となっており、最も

低かったレジメンは CYVADIC の 8 週サイクル投与群の 15%であった (Table 3)。このエビ

デンスから AI 療法が滑膜肉腫に対する標準治療となっている。しかし、G-CSF を使用す

ることによって奏効率は上昇するものの、生存期間中央値の延長は認められていないのが

現状であり(AI 療法 + G-CSF の生存期間中央値は 54 週)、奏効率が高く生存期間の延長が

認められる化学療法の開発が期待されている。 
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第 2 章 実験材料および方法 

 

2.1 細胞株 

滑膜肉腫由来細胞株である SYO-1 (from A. Kawai: National Cancer Center, Tokyo, 

Japan; SS18-SSX2 発現細胞 )、 YaFuSS (from J. Toguchida,: Kyoto University; 

SS18-SSX1 発現細胞)および HS-SYII(from H. Sonobe: Kochi Medical School, Kochi, 

Japan; SS18-SSX1 発現細胞)は、DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) low 

glucose (Invitrogen) に 10% FBS (Fetal Bovine Serum) (Invitrogen) 、  1% 

Penicillin-Streptomycin (MP Biomedicals) を添加した培地を用いて培養した。 

NBS1 欠損細胞株であるナイミーヘン症候群由来細胞株 GM07166VA7 および DR-GFP

レポーターシステムを導入した GM07166VA7 (from K. Komatsu, Kyoto University, 

Kyoto, Japan)は、DMEM low glucose に 10% FBS、 1% Penicillin-Streptomycin を添加

した培地を用いて培養した。また、GM07166VA7 に NBS1 遺伝子を安定的に発現させた細

胞株は当研究室において作成しており、DMEM low glucose に 10% FBS、  1% 

Penicillin-Streptomycin、800 μg/ml G418 を添加した培地を用いて培養した。 

ヒト子宮頸がん由来細胞株 HeLa (from ATCC: American Type Culture Collection)は、

DMEM high glucose (Invitrogen) に 10% BS (Bovine Serum) (Invitrogen), 1% 

Penicillin-Streptomycin (MP Biomedicals) を添加した培地を用いて培養した。細胞は、す

べて 37C、5% CO2 の条件下で培養した。 

 

2.2 プラスミド、siRNA および試薬 

pDRGFPおよびpCBASceIはaddgeneより購入した。siRNA (si-control, si-E2F1 [s4405, 

s4406])はすべて Ambion から購入した。ここで用いた siRNA の標的配列を以下の通りであ

る。 
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  si-E2F1#1 (s4405) 5’- GTCACGCTATGAGACCTCA -3’ 

  si-E2F1#2 (s4406) 5’- GGACCTTCGTAGCATTGCA -3’ 

Etoposide、Olaparib、Temozolomide および Bortezomib はそれぞれ和光純薬工業、JS 

Research Chemicals Trading、東京化成工業、Focus Biomolecules より購入した。 

 

2.3 トランスフェクション 

DR-GFP レポーターアッセイを行う際には、I-SceI を PEI-MAX reagent (Polysciences)

を PEI:DNA を 3:1 (15 μl:5 μg)の割合で混ぜ、トランスフェクションを行った。 

また、滑膜肉腫細胞株に対する siRNA のトランスフェクションには、Neon Transfection 

System (Life Technologies)を用い、以下の条件 (SYO-1 および YaFuSS: 1100 V, 40 ms, 1 

pulse; HS-SYII: 1400 V, 20 ms, 1 pulse) でエレクトロポレーションを行い、任意の時間培

養し、解析に用いた。 

 

2.4 ウエスタンブロッティング 

各タンパク質は RIPA buffer (10mM Tris-Hcl [pH7.4], 150mM NaCl, 5mM EDTA, 1% 

Triton-X, 1% DOC, 0.1% SDS)を用いて溶解した。SDS Sample buffer を 6 分の 1 量加え、

95C で 5 分間熱変性させ、SDS-PAGE により泳動を行った。泳動後、PVDF (polyvililidene 

fluoride)膜 (Immobilon-P Transfer Membrane [Millipore])に転写を行い、blocking buffer 

(20 mM Tris-HCl [pH7.5], 150 mM NaCl, 5% スキムミルク) を用いて室温で 1 時間ブロ

ッキングを行った。一次抗体を Rinse buffer (0.1 mM Tris-HCl [pH7.5], 10 mM EDTA, 1.5 

M NaCl, 1% Tween20)で希釈し、4C で一晩インキュベートした。一次抗体はそれぞれ以

下の希釈率で用いた。anti-Halo ラビット抗体(1:1000; Promega)、anti-Flag マウス抗体

(1:3000; Sigma)、anti-BRCA1 ラビット抗体(1:10000; Millipore)、anti-Rad51 ラビット抗

体(1:1000; Santa Cruz)、anti-β-Actin ヤギ抗体(1:1000; Santa Cruz)。一次抗体反応後、
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Rinse buffer で 5 分間の wash を 3 回行い、二次抗体を Rinse buffer で希釈し、室温で 1

時間反応させた。二次抗体はそれぞれ以下のものを用いた。ECL Anti-Mouse IgG, HRP 

linked Whole antibody sheep (1:10000; GE healthcare)、ECL Anti-Rabbit IgG, HRP 

linked Whole antibody donkey (1:10000; GE healthcare)、donkey anti-goat IgG-HRP 

antibody (1:10000; Santa Cruz)。二次抗体反応後、Rinse buffer で 5 分間の wash を 3 回

行い、Pierce Western Blotting Substrate Plus (Thermo)を用いて発光処理を行った。その

発光を Chemidoc XRS (BioRad)を用いて検出した。 

 

2.5 免疫蛍光細胞染色 

前日にカバーガラス上にまいた細胞に 10 Gy の γ線(コバルト 60 を線源として用いた)を

照射し、37C で 4 時間インキュベートし DNA の損傷部位に HR 修復因子を誘導したのち

に、PBS で洗浄し、4%パラホルムアルデヒドを用いて氷上で 30 分間固定した。固定後、

細胞を PBS で洗浄し、室温で 10 分間 0.1% TritonX-100 により細胞膜の透過処理を行い、

blocking reagent (2% NSS [Normal Swine Serum], 0.05% TritonX-100)を用い室温で 30

分間インキュベートした。その後、blocking reagent で希釈した一次抗体を 4C で一晩反

応させた。一次抗体はそれぞれ以下の希釈率で用いた。anti-γH2AX 抗体(1:250; Millipore)、

anti-MRE11 抗体 (1:200; abcam)、anti-pRPA32 抗体 (1:250; Bethyl Laboratories)、

anti-Rad51 抗体 (1:300; Santa Cruz)。一次抗体を反応させたのち、PBST (0.05% 

TritonX-100 in PBS)で室温 5 分間の洗浄を 3 回行い、二次抗体を室温で 1 時間遮光し反応

させた。二次抗体は、Alexa Fluor 抗体(1:1000; Molecular Probes)を用いた。二次抗体反

応後 PBST による洗浄を 3 回行い、細胞核を染色するため、室温で 15 分間遮光し DAPI(2 

µg/mL)染色を行った。最後に PBST による洗浄後、退色防止剤を添加し封入した。観察に

は共焦点レーザー顕微鏡(LSM510; Carl Zeiss)を使用し、40倍の対物水浸レンズを用いた。 
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2.6 放射線および DNA 損傷剤感受性試験 

6 cm dishに細胞数が 3x102個となるように各培養細胞を必要枚数分播いた。その翌日に、

各細胞が dish に接着していることを顕微鏡で確認し、DMSO (Dimethyl sulfoxide)を用い

て各濃度に希釈した薬剤(Etoposide, Olaparib and Temozolomide)を含む培地と交換した。

この際、全ての dish に等量の DMSO が含まれるように調製した。その後、10 日間培養を

続け(3 日毎に Olaparib または DMSO を含む培地に交換)、コロニーカウントを行った。 

また、放射線に対する感受性を測定する実験においても同様に、6 cm dish に細胞数が

3x102個となるように各培養細胞を必要枚数分播き、翌日各細胞が dish に接着しているこ

とを顕微鏡で確認し、各強度の放射線を照射した。照射後 10 日間培養を続け(3 日毎に培地

を交換)、コロニーカウントを行った。 

 

2.7 プロテアソーム阻害剤感受性試験 

24well プレートに 2x104個(HeLa および SYO-1)、6x104個(YaFuSS および HS-SYII)と

なるように各培養細胞を播いた。その翌日に、各細胞が dish に接着していることを顕微鏡

で確認し、DMSO を用いて各濃度に希釈した Bortezomib を含む培地と交換した。48 時間

培養後、細胞を PBSで洗浄し、トリプシン処理を行いディッシュ上に張りついている細胞

数をカウントし、DMSOコントロールの細胞数で標準化した。 

 

2.8 定量的 RT-PCR 

mRNA から cDNA を合成するため、Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen)

を用いた。定量的 RT-PCR 反応は Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) を

用い、ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied BioSystems) でPCR反応、

解析を行った。サンプル間の遺伝子発現量の差は ΔΔCt法を用いて評価した。プライマーは

以 下 の も の を 用 い た 。 イ ン タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル で あ る B2M は 5’- 
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TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATC -3’および 5’- TCTCTGCTCCCCACCTCTAAG -3’、

E2F1 は 5’- ACGTGACGTGTCAGGACCTTCGTAGCATTG -3’ お よ び 5’- 

GAGATGATGGTGGTGGTGACACTATGGTGG -3’ 、 E2F2 は 5’- 

CTTGTGATTGTATCCTGAGGTCCCAGAACC -3’ お よ び

5’-GCTCATAAAGACACGACCAGGCGAAACCAG -3’ 、 Cyclin A2 は 5’- 

CGCTCCAAGAGGACCAGGACAATATCAACC -3’ お よ び 5’- 

GGTGACATGCTCATCATTTACAGGAAGATC-3’ 、 Cyclin E2 は 5’- 

TCCTATGGAAGACAGACATAATATCCAGAC -3’ お よ び 5’- 

TGTCATAATGCCTCCATTGCACACTGGTGA -3’を用いた。 

 

2.9 フローサイトメトリー 

細胞周期を調べるため、一定細胞数の細胞をまき、翌日各濃度に希釈した薬剤を含む培

地に交換した。薬剤添加後 24 時間後に、細胞を回収し、PBS で洗浄し、氷冷 70%エタノ

ールで一晩-20C で固定を行った。固定後、細胞を PBSで洗浄し、200 μg/ml の RNase A

を 37C20 分間作用させ、RNA を除去した。その後、10 μg/ml propidium iodide (Sigma)

を含んだフローサイトメトリーバッファーで DNA を染色し、EC800 (SONY)を用いてデー

タの取得および解析を行った。 

 

2.10 DR-GFP レポーターアッセイ 

DR-GFP 配列を一つだけゲノム中に含んだ GM07166VA7、GM07166VA7+NBS1 細胞は

当研究室で以前に作成しており 32、DR-GFP 配列を一つだけゲノム中に持った SYO-1 およ

び YaFuSS 細胞株はこれまでに報告された通りに作成した 33。すべての細胞株は、相同組

み換え効率を測定するため pCBASceI を、またトランスフェクション効率を測定するため

pEGFP-C1 をトランスフェクションした。トランスフェクション後 4 日間培養し、GFP 陽
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性細胞をフローサイトメトリーにより測定した。相同組み換え効率は、pCBASceI をトラン

スフェクションした際の GFP 陽性率を pEGFP-C1 をトランスフェクションした際の GFP

陽性率で割ることによって求めた。 

 

2.11 細胞遺伝学的解析 

染色体スプレッドを行うため、増殖している SYO-1 細胞に対して 2 μg/ml のコルセミド

を 1 時間 45 分作用させ、75 mM KCl 水溶液により低張処理を行い氷冷酢酸メタノールに

より固定を行った。その後、スライドガラス上に湿潤空気乾燥法で展開して染色体標本を

作成した。作成した染色体標本を用いてギムザ染色を行った。観察には共焦点レーザー顕

微鏡(LSM510; Carl Zeiss)を使用し、100 倍の対物油浸レンズを用いた。 

 

2.12 マイクロアレイ 

滑膜肉腫細胞株に対して Bortezomib を 16 nM、4 時間作用させたのちに RNA を回収し

た。その回収した total RNA を Low Input QuickAmp Labeling Kit (Agilent)を用いて

cDNAの合成、cRNAのラベルと増幅を行った。Cycanine-3ラベル化 cRNAをSurePrint G3 

Human GE マイクロアレイキット 8x60K Ver2.0 (Agilent)および Agilent Microarray  

Scanner C を用いて発現量解析を行った。 

 

2.13 統計学的解析 

統計学的解析には両側 t検定を行った。 
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第 3 章 結果 

 

3.1.1. 滑膜肉腫細胞株は DNA 損傷剤に対して感受性を示す。 

滑膜肉腫に対する治療として臨床で用いられている AI 療法(Adriamycin と Ifosfamide

の併用療法)は、Adriamycin が二本鎖 DNA 切断を、そして Ifosfamide はアルキル化剤で

DNA 一本鎖切断を引き起こす。これらの DNA 損傷によって最終的に二本鎖 DNA 切断を

生じさせる古典的な抗がん剤である。この AI 療法は正常細胞に比べてがん細胞の細胞増殖

が活発であることを利用したものであるため、滑膜肉腫に特化した治療法ではない。しか

し、滑膜肉腫を含む軟部肉腫に対する化学療法のうち AI 療法の奏功率が 46％と最も高かっ

た 31ことから、私は滑膜肉腫において二本鎖 DNA 切断を修復する活性が低下しているので

はないかと予想を立てた。二本鎖 DNA 切断を修復する経路は DNA homologous 

recombination repair (DNA 相同組み換え修復)と DNA non-homologous end joining 

repair (DNA 非相同末端結合修復)の 2 つの経路が存在する。当研究室において DNA 相同

組み換え修復で働く NBS1 遺伝子が欠損した GM07166VA7 細胞(NBS1 遺伝子に変異が入

り全長の NBS1 タンパク質が作ることができないナイミンヘン症候群の患者の皮膚から樹

立された線維芽細胞；以下、GM 細胞と表記)、および、GM07166VA7 細胞に正常 NBS1

遺伝子を恒常的に発現させ、 DNA 相同組み換え修復が回復した細胞株

GM07166VA7-NBS1 細胞(以下、GM-NBS1 細胞と表記)を作製していた 32ため、この 2 つ

の細胞をコントロールとして、滑膜肉腫由来の 2 種類の培養細胞(SYO-1、YaFuSS)の二本

鎖 DNA 切断を誘発する電離放射線に対する感受性をコロニーアッセイにより測定した。そ

の結果、電離放射線による DNA 損傷に対して DNA 相同組み換え修復が回復した細胞株

GM-NBS1 細胞は抵抗性を示すのに対して、2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)は

DNA 相同組み換え修復活性が低下した GM 細胞と同程度に感受性を示すことがわかった

(Fig. 3A)。さらに、DNA Topoisomerase II の働きを阻害することによって二本鎖 DNA 切
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断を誘導する抗がん剤 Etoposide に対する滑膜肉腫細胞株の感受性を調べたところ、電離

放射線に対する感受性と同様に GM-NBS1 細胞は抵抗性を示すのに対して、2 種類の滑膜

肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)と GM 細胞は感受性を示すことがわかった(Fig. 3B)。これら

の解析結果から、2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)は二本鎖切断 DNA を修復する

活性が低下していることが判明した。 

 

3.1.2. 滑膜肉腫細胞株は DNA 相同組み換え修復の終期反応に異常がある。 

二本鎖 DNA 切断を誘発する電離放射線や Etoposide に対する 2 種類の滑膜肉腫細胞株

(SYO-1、YaFuSS)の感受性が、DNA 相同組み換え修復活性が低下した GM 細胞と同程度

であったことから (Fig. 3A and B)、滑膜肉腫細胞株においても DNA 相同組み換え修復経

路に異常があることが予想された。そこで、滑膜肉腫細胞株において DNA 相同組み換え修

復で働くタンパク質の DNA 損傷部位(二本鎖 DNA 切断部位)への集積を蛍光免疫染色によ

り調べた。DNA 二本鎖切断は、まず MRN (MRE11-RAD50-NBS1)複合体によって感知さ

れ、ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated)が下流因子のリン酸化を行う。その後、MRE11、

CtIP、EXO1 のエクソヌクレアーゼ活性によって二本鎖 DNA の切断末端の 5’側の一本鎖

DNA が削り込まれ、3’側が突出した一本鎖 DNA が作り出される。3’側が突出した一本鎖

DNA は replication protein A (RPA)複合体によって保護され、RAD51 と置き換わる。置き

換わった RAD51 は、相同配列を利用して 3’側が突出した一本鎖 DNA を姉妹染色体 DNA

にもぐり込ませ、姉妹染色体 DNA を鋳型として DNA polymerase によって DNA を合成

する。合成されたDNAはDNA ligaseによって連結され二本鎖切断DNAは修復される(Fig. 

4)。そこで、DNA 相同組み換え修復反応を 3 つのステップ(前期、中期、終期)に分け、滑

膜肉腫細胞株において DNA 相同組み換え修復反応のどのステップに異常があるのか検証

を試みた。10 Gyの電離放射線を照射し、1 時間 DNA切断修復を行わせた後細胞を固定し、

DNA 相同組み換え修復に関与する因子の抗体を用いた蛍光免疫染色を行った。まず、リン
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酸化 H2AX (γH2AX) 抗体による免疫染色によって 10 Gy の電離放射線照射によって二本

鎖 DNA 切断が誘発されているのか検証したところ、細胞核内に緑色の γH2AX タンパク質

がドット状に集積(foci formation)しており、電離放射線照射によって全ての細胞に二本鎖

DNA 切断が誘発されていることがわかった(Fig. 5)。次に、二本鎖 DNA 切断部位への DNA

相同組み換え修復の開始因子である MRN 複合体の集積を、その構成因子である MRE11

タンパク質の抗体を用いた免疫染色によって調べた。その結果、GM 細胞では MRN 複合体

を二本鎖 DNA 切断部位へ連れて行く NBS1 タンパク質が欠損しているため、二本鎖 DNA

切断部位への MRE11 タンパク質の集積はほとんど検出できなかった。しかし、2 種類の滑

膜肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)では、GM-NBS1 細胞と同程度の MRE11 タンパク質の集

積(赤色)が確認できた(Fig. 5A)。この結果から、2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)

では DNA 相同組み換え修復の初期反応に異常は見られないことがわかった。次に、DNA

相同組み換え修復の中期反応である一本鎖 DNA の産出が起きているのか確認するため、一

本鎖 DNA に特異的に結合する RPA 複合体の構成因子 RPA32 に対するリン酸化抗体

(pRPA32 抗体)を用いて、二本鎖 DNA 切断部位へのリン酸化 RPA32 タンパク質の集積を

調べた。その結果、GM 細胞では一本鎖 DNA が産出されないため、二本鎖 DNA 切断部位

へのリン酸化 RPA32 タンパク質の集積はほとんど検出できなかった。一方、2 種類の滑膜

肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)では GM-NBS1 細胞と同程度のリン酸化 RPA32 タンパク質

の集積(赤色)が確認できた(Fig. 5B)。この結果から、2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1、

YaFuSS)では、DNA相同組み換え修復の中期反応での異常は見られないことが示唆された。

最後に、DNA 相同組み換え修復の終期反応の中心的タンパク質である RAD51 タンパク質

の二本鎖 DNA 切断部位の集積を調べたところ、2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)

では二本鎖 DNA 切断部位への RAD51 タンパク質の集積(赤色)はほとんど検出できなかっ

た(Fig. 5C)。この結果から、これらの 2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)では、DNA

相同組み換え修復の終期反応に異常があることがわかった。これらの解析結果を総合する
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と、滑膜肉腫細胞株では RAD51 タンパク質が一本鎖 DNA 上に結合した RPA 複合体と入

れ替わることが出来ないことが原因となり、滑膜肉腫細胞株の DNA 相同組み換え修復が低

下している可能性が示唆された。 

 

3.1.3. 滑膜肉腫細胞株は DNA 相同組み換え修復活性が低下している。 

滑膜肉腫細胞株の DNA 相同組み換え修復が低下している可能性が示唆されたため、

DR-GFP レポーターアッセイを用いて、滑膜肉腫細胞の DNA 相同組み換え効率を測定す

ることを試みた。このアッセイを行うため、まず細胞のゲノム中の一か所に GFP の配列に

途中でストップコドンが 2 つ入り、 I-SceI という制限酵素が認識する配列

(5’-TAGGGATAACAGGGTAAT-3’)に置換した配列 SceGFP の後方に正常な GFP の内側の

配列 iGFP (internal GFP)を持った安定発現細胞株を樹立した。樹立した細胞株に対して、

I-SceI を発現するプラスミドをトランスフェクションし I-SceI を発現させると、SceGFP

の配列で二本鎖 DNA 切断が起こり、DNA 相同組み換え修復が正常に行われると後方に位

置する iGFP の配列を鋳型として SceGFP 配列を修復するため、正常な GFP が発現するよ

うになる 33(Fig. 6A)。DR-GFP レポーターアッセイは、このように GFP が発現するように

なった細胞集団の割合を求めることで、DNA 相同組み換え修復効率を測定するアッセイ系

である。それぞれの細胞株に I-SceI を発現するプラスミドをトランスフェクションし 4 日

間培養を行い、GFP 陽性細胞をフローサイトメトリーにより測定した。その結果、

GM-NBS1細胞およびGM細胞ではそれぞれ13%および6%のGFP陽性細胞が検出された。

一方、2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1、YaFuSS)では 2%の GFP 陽性細胞が検出され、2

種類の滑膜肉腫細胞株の DNA 相同組み換え修復効率は GM-NBS1 細胞のおよそ 6 分の 1

に低下していることがわかった(Fig. 6B)。 

 

3.1.4. PARP 阻害剤 Olaparib は滑膜肉腫細胞株の増殖抑制効果を示す。 
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PARP (poly-[ADP-ribose] polymerase)阻害剤は、家族性乳がんの原因遺伝子として発見

された、BRCA1 や BRCA2 に変異が見られる卵巣がんや乳がんの治療薬として効果を示す

分子標的薬である 34, 35。BRCA1 遺伝子や BRCA2 遺伝子に変異が見られる卵巣がんや乳が

んでは、DNA 相同組み換え修復活性が低下していることが知られている。PARP は base 

excision repair (BER; 塩基除去修復)による single strand DNA break repair (一本鎖DNA

切断修復)に関与しているため、PARP 阻害剤は細胞内に生じた一本鎖 DNA 切断部位の修

復を阻害し、複製フォークを介して二本鎖 DNA 切断を誘発する。従って、PARP 阻害剤は

細胞周期のS期特異的に二本鎖DNA切断を誘発する。細胞周期のS期に生じた二本鎖DNA

切断は主に DNA 相同組み換え修復によって修復されることから、PARP 阻害剤は DNA 相

同組み換え修復活性が低下した細胞特異的に細胞増殖抑制効果を示す。滑膜肉腫の臨床の

現場で用いられている AI 療法の奏効率は高いものの、生存期間中央値を延長することはで

きておらず 31、まだ改善の余地がある化学療法である。そこで、私は 2 種類の滑膜肉腫細

胞株の DNA 相同組み換え修復効率は GM-NBS1 細胞のおよそ 6 分の 1 に低下しているこ

とを見出したので(Fig. 6B)、PARP 阻害剤である Olaparib が AI 療法よりも臨床的に有効

な化学療法となりうるかを検証するため、まず Olaparib に対する滑膜肉腫細胞株の感受性

をコロニーアッセイ法により測定した。その結果、Olaparib に対して DNA 相同組み換え

修復が回復した GM-NBS1 細胞は抵抗性を示すのに対して、2 種類の滑膜肉腫細胞株

(SYO-1、YaFuSS)は DNA 相同組み換え修復活性が低下した GM 細胞と同程度に感受性を

示すことがわかった(Fig. 7)。この解析から、Olaparib が滑膜肉腫の治療に応用できる可能

性が示唆された。 

 

3.1.5. アルキル化剤 TemozolomideはOlaparibの滑膜肉腫細胞株の増殖抑制効果を増

強する。 

抗がん剤として利用されているアルキル化剤は PARP タンパク質が関与している
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BER(塩基除去修復)によって修復される一本鎖 DNA 切断を生じることから、PARP 阻害剤

との併用が有効であることが知られている 36。そこで、滑膜肉腫に対しても PARP 阻害剤

とアルキル化剤の併用が有効であるのか調べるため、まずアルキル化剤である

Temozolomide (脳腫瘍やメラノーマに使用されている抗がん剤)単剤の滑膜肉腫細胞株の増

殖抑制効果を調べた。その結果、Temozolomide の濃度を 100 μM まで上げたが、2 種類の

滑膜肉腫細胞株、GM 細胞および GM-NBS1 細胞に対してほとんど細胞増殖抑制効果は検

出できなかった (Fig. 8A)。次に、Temozolomide と Olaparib の併用効果を調べたところ、

GM 細胞と同様に滑膜肉腫細胞株において Temozolomide 濃度依存的に増殖抑制効果が見

られたが、GM-NBS1 細胞に対してはほとんど細胞増殖抑制効果は検出できなかった(Fig. 

8B and C)。この結果から、Olaparib と Temozolomide の併用が滑膜肉腫の治療に応用で

きる可能性が示唆された。 

 

3.2.1 滑膜肉腫細胞株はプロテアソーム阻害剤である Bortezomib に対して感受性を示

す。 

Gu らは HeLa 細胞等において siRNA を用いた DNA 相同組み換え修復に関与する

BRCA1 遺伝子の発現抑制はプロテアソーム阻害剤である Bortezomib に対して感受性を示

すが、同じく DNA 相同組み換え修復に関与する BRCA2 遺伝子の発現抑制は Bortezomib

に対して感受性を示さないことを報告した 37。この報告は、細胞の Bortezomib 感受性が

DNA 相同組み換え修復活性低下によって引き起こされていることを示してはいないが、

BRCA1 と関連する経路に障害がある細胞において Bortezomib による細胞増殖抑制効果が

予想された。そこで、Bortezomib が滑膜肉腫細胞においても細胞増殖抑制阻害効果を示す

のか検証を行った(以下の実験では上記論文で使用していた DNA 相同組み換え活性が正常

な HeLa 細胞をコントロールとして用いた)。その結果、Bortezomib は濃度依存的に 2 種類

の滑膜肉腫細胞株(SYO-1, YaFuSS)の増殖を抑えるが、HeLa 細胞の増殖抑制効果は低いこ
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とがわかった(Fig. 9)。 

 また、Bortezomib はタンパク質の分解を阻害することから細胞内の多くの経路に影響を

与えることが予想された。そこで、Bortezomib 添加によって影響を受ける遺伝子、あるい

は遺伝子経路を探索するため、50％の細胞増殖抑制効果を示す(IC50)の約 4 倍の濃度(16 

nM)の Bortezomib を 2 種類の滑膜肉腫細胞株 (SYO-1, YaFuSS)に 4 時間作用させ、マイ

クロアレイを用いて網羅的遺伝子発現解析を行った。その結果、Bortezomib 添加によって

多くの遺伝子の発現が変化することがわかった(Table 4 and 5)。さらに、これら遺伝子発現

解析の結果から、Bortezomib 添加によって変動する遺伝子経路を探索したところ、GDF15、

CDKN1A(p21CDKN1A)や PLK3 など p53 経路が活性化されていることがわかった。しかし、

PUMA や NOXA などのアポトーシスを誘導する遺伝子の発現の変化は見られなかった。な

お、ここで用いた 2 種類の滑膜肉腫細胞株 (SYO-1, YaFuSS)の p53 に変異はないことがわ

かっている。 

 

3.2.2 Bortezomib は細胞周期を G1 期で止める。 

マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析から滑膜肉腫細胞株においてBortezomib

の添加によって p53 の下流で働く p21 の発現上昇が見られたことから、Bortezomib は滑膜

肉腫細胞株の細胞周期に影響を与えることが予想された。そこで、2 種類の滑膜肉腫細胞株

(SYO-1, YaFuSS)およびHeLa 細胞に 3種類の濃度(0 nM, 4 nM, 8 nM)の Bortezomib を添

加し、24 時間後の DNA 量を測定した。フローサイトメトリーの解析から、Bortezomib の

添加によって 2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1, YaFuSS)では S期の細胞が減少し、G1 期の

細胞が増加したが、HeLa 細胞では細胞周期の変動は観察されなかった(Fig. 10)。この結果

から、Bortezomib は滑膜肉腫細胞株の細胞周期を G1 期で停止させる効果があることがわ

かった。 
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3.2.3 Bortezomibはp21のタンパク質を増加させることで細胞周期をG1期で止める。 

次に、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析から p21 の mRNA の発現が上昇し

ていたことから、Bortezomib添加後 24時間でのp53およびp21のタンパク質量を調べた。

その結果、Bortezomib の添加によって 2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1, YaFuSS)では濃度

依存的に p53 のタンパク質量の増加と共に p21 のタンパク質量の増加が見られたが、HeLa

細胞では p21 のタンパク質量の増加は観察されなかった(Fig. 11A)。HeLa 細胞では HPV 

(Human papillomavirus)の E6 タンパク質が p53 と結合してユビキチン化を促進し、分解

されており basal level では p53 の活性が低く抑えられていることから、p21 のタンパク質

量の増加は見られなかったことが考えられる。しかし、8 nM の Bortezomib を添加すると

HeLa 細胞においても p53 のタンパク質が確認でき、Bortezomib による p53 の分解が抑制

されていることがわかる。このことから、Bortezomib の濃度を高くすれば、HeLa 細胞に

おいても滑膜肉腫と同様に p21 のタンパク質量の増加が観察されることが予想される。 

また、p21 は細胞質および核に局在することが知られていることから、Bortezomib の添

加によって増加した p21 の滑膜肉腫細胞株での局在を細胞免疫染色を用いて調べた。その

結果、滑膜肉腫細胞株 SYO-1 細胞では Bortezomib の添加前では p21 (赤色)は細胞質ある

いは核に殆ど観察されなかったが、Bortezomib 添加によって p21 (赤色)は核に観察された

(Fig. 11B)。この結果から、Bortezomib 添加は滑膜肉腫細胞株の核内に p21 を増加させる

効果があることがわかった。 

 p21 は核内では Cyclin D-CDK4/6 の Rb タンパク質リン酸化活性を抑制することが知ら

れている。そこで、Bortezomib 添加後 24 時間でのリン酸化 Rb のタンパク質量を調べた。

その結果、Bortezomib の添加によって 2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1, YaFuSS)ではリン

酸化 Rb のタンパク質量の減少が見られた(Fig. 12)。この結果から、滑膜肉腫細胞株におい

て、Bortezomib 添加は細胞周期の G1 期から S 期への進行を促す Rb タンパク質のリン酸

化を抑える効果があることがわかった。Rb タンパク質は G1 期では転写因子 E2F と結合し
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て E2Fの転写活性を抑制している。S期へと移行する際に Rbタンパク質はリン酸化され、

E2F から解離する。Rb タンパク質が解離した E2F は転写を活性化し、S 期で働く複数の

遺伝子の発現を高めることが知られている(Fig. 13)。そこで、Bortezomib 添加後 24 時間

での 4 種類の E2F 下流遺伝子(E2F1, E2F2, Cylin A2, Cyclin E2)の mRNA 量を qRT-PCR

により解析した。その結果、Bortezomib の添加によって 2 種類の滑膜肉腫細胞株(SYO-1, 

YaFuSS)では E2F 下流遺伝子 4 種類全ての発現量の減少が見られたが、HeLa 細胞では発

現量の低下は見られなかった (Fig. 14)。この結果から、滑膜肉腫細胞株において、

Bortezomib 添加は E2F の転写活性を抑制する効果があることがわかった。これらの結果を

総合すると、滑膜肉腫細胞株において、Bortezomib 添加は核内に p21 を増加させることに

よりリン酸化 Rb を減少させ、転写因子 E2F の活性抑制を促すことで細胞周期を G1 期に

停止することがわかった。 

 

3.2.4 滑膜肉腫細胞株における E2F1 の発現減少は細胞増殖を抑制する。 

複数の癌細胞において E2F1 の発現量を抑制すると細胞増殖能が抑制されることが報告

されている 38, 39。そこで、Bortezomib 添加による E2F1 の mRNA 量の低下が滑膜肉腫細

胞株の増殖抑制に働いているのかを調べるため、2 種類の siRNA を用いて E2F1 の発現量

をノックダウンすることによる細胞増殖への影響を解析した。その結果、滑膜肉腫細胞株

SYO-1細胞においてE2F1-siRNAによるノックダウンによって細胞の増殖が抑制されるこ

とがわかった(Fig. 15)。この結果から、滑膜肉腫細胞株において、Bortezomib 添加は E2F1

の発現量を減少させることで細胞増殖を抑制する効果があることがわかった。 
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第 4 章 考察 

 

4.1.1 滑膜肉腫細胞株は DNA 相同組み換え修復に異常がある。 

滑膜肉腫由来の培養細胞株を用いた解析から、滑膜肉腫細胞株は DNA 相同組み換え修復

終期において、一本鎖 DNA に結合した RPA 複合体が RAD51 に置き換わる過程に障害が

あることが原因で、DNA 相同組み換え修復活性が低下していることがわかった(Fig. 5B 

and C，Fig. 6B)。しかし、解析している滑膜肉腫由来の培養細胞株が 2 種類と少ないこと

から、これら細胞株が滑膜肉腫細胞の性質を代表しているのかわからない点が大きな問題

である。この点を解決するには、滑膜肉腫由来の培養細胞株において DNA 相同組み換え修

復活性が低下している原因を突き止め、その原因が滑膜肉腫組織にも見られるのか検証を

行う必要がある。そこで、滑膜肉腫と DNA 相同組み換え修復活性低下と関連が予想される

論文を探索したところ複数の論文を見出した。滑膜肉腫は 18 番染色体上の SS18 遺伝子と

X 染色体上の SSX 遺伝子の転座によって引き起こされる肉腫であり、この転座によって生

じる SS18-SSX融合タンパク質は SWI/SNF (BAF)複合体の構成因子 BAF47の分解に働く

こと、さらに、滑膜肉腫の手術組織の 92％(36 例中 33 例)において BAF47 の発現低下が認

められることが報告されている 30, 40。また、BAF47 遺伝子の欠失によりゲノム不安定性が

誘発され、多倍体を引き起こすことが報告されている 41。そこで、滑膜肉腫細胞株の DNA

量および染色体を調べたところ、滑膜肉腫細胞株において多倍体の存在が見つかり、

endoreplication を起こしている染色体が確認できた(Fig. 9)。これらの解析結果から、滑膜

肉腫細胞株においてもBAF47タンパク質の不安定化がゲノム不安定性を誘発している可能

性が示唆された。 

 さらに、Klochendler-Yeivin らは BAF47 遺伝子のノックアウト MEF (mouse embryonic 

fibroblast)が DNA 損傷に対して感受性を示すようになることを報告している 42。また、近

年、SWI/SNF (BAF)複合体が DNA 相同組み換え修復に関与しているという報告が複数な
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されている 43, 44。また、SWI/SNF (BAF)複合体の構成因子 Brg1 遺伝子のノックアウト細

胞において SWI/SNF (BAF)複合体が RAD52と相互作用できなくなることで、一本鎖DNA

に結合した RPA 複合体が RAD51 に置き換わる過程に障害が現れることが報告されている

44。これらの報告から、滑膜肉腫細胞で発現している SS18-SSX 融合タンパク質が BAF47

の不安定化を介して SWI/SNF (BAF)複合体の機能不全を誘発し、DNA 相同組み換え修復

活性の低下を引き起こしている可能性が考えられる。今後、SS18-SSX 融合タンパク質が滑

膜肉腫細胞の DNA 相同組み換え修復活性低下を引き起こすか検証を行う予定である。 

 

4.1.2 PARP 阻害剤 Olaparib とアルキル化剤 Temozolomide の併用は滑膜肉腫に対し

て有効な化学療法となりうる。 

滑膜肉腫患者の 5 年生存率は 60%を超えるものの、肺や脳への転移が頻繁に見られ、転

移が起こった患者では 5 年生存率が 10%未満と非常に低くなっている 45, 46。滑膜肉腫の治

療法として臨床で用いられている AI 療法は、細胞複製(DNA 複製)を介した二本鎖 DNA 切

断を誘発する。AI 療法は正常細胞に比べてがん細胞の細胞増殖が活発であることを利用し

たものであるため、正常細胞でも細胞増殖が活発な骨髄細胞や毛根細胞等に作用してしま

い副作用が頻繁に現れ、長期の治療が困難な場合が少なくない。最近、DNA 相同組み換え

修復活性が低下した卵巣がんや乳がんに対して、分子標的薬である Olaparib (PARP 阻害剤

の一つ)が効果を示すことが報告されている。Olaparib は DNA 相同組み換え修復活性が低

下していない正常細胞には殆ど効果を示さないことから、副作用が比較的軽減されている

ことも報告されている。したがって、滑膜肉腫細胞において DNA 相同組み換え修復活性が

低下していることが判れば、AI 療法に替えて Olaparib 投与も治療方法の一つとして有力に

なることが予想される。本研究で、私は DR-GFP 法を用いて DNA 相同組み換え修復活性

を定量的に測定したところ、滑膜肉腫由来の 2 つの培養細胞株は DNA 相同組み換え修復活

性が非常に低下していることを見出した(Fig. 6B)。さらに、これら滑膜肉腫由来の 2 つの
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培養細胞株は Olaparib 単剤に対して高い感受性を示したことから(Fig. 7)、Olaparib が滑

膜肉腫の治療に応用できる可能性が示された。 

 

4.2.1 プロテアソーム阻害剤 Bortezomib は滑膜肉腫細胞株に対して p21 の蓄積により

細胞周期を止めることで増殖を抑制する。 

私は、滑膜肉腫細胞株は BRCA1 遺伝子発現抑制細胞と同様に抗がん剤 Bortezomib に感

受性を示し、Bortezomib は滑膜肉腫の治療に応用できる可能性を見出した。滑膜肉腫細胞

株が Bortezomib に感受性を示す分子経路を探索したところ、Bortezomib は p53 の分解を

阻害することで滑膜肉腫細胞株の核内に p21 を増加させ、リン酸化 Rb を減少させた。その

結果、転写因子 E2F の活性抑制を促し、細胞周期を G1 期に停止することで細胞増殖抑制

効果を示すことがわかった。また、滑膜肉腫の手術組織の 18% (49 例中 9 例)にしか p53 の

変異が見られないことが報告されており 47、Bortezomib を適応できる滑膜肉腫の患者の割

合は多いことが考えられる。これまでに Bortezomib は BRCA1 遺伝子発現抑制細胞では

53BP1 によって細胞周期を G2/M期で停止させると共にアポトーシスを誘導したり 35多発

性骨髄腫においては、NF-κB の制御を介してアポトーシスを誘導したり 48することで細胞

増殖抑制効果を示すことが報告されている。これらの結果は、がん細胞の背景によって

Bortezomib に感受性を示す分子経路は異なることが考えられる。 
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Figure 1. SS18 遺伝子と SSX 遺伝子の染色体転座 
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Table 1. Gene expression profiles: genes down-regulated by SS18-SSX1 
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Figure 2. 融合遺伝子 SS18-SSX の滑膜肉腫発症における影響 
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Table 2. Therapeutic Regimens (Table 1 in reference 31). 
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Table 3. Results of Previous Studies (Table 2 in reference 31). 
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Figure 3. 滑膜肉腫細胞株における DNA 損傷修復が低下している。 

(A, B) 滑膜肉腫細胞株および GM-NBS1、GM 細胞のコロニーアッセイによる生存曲線。

電離放射線 0, 2, 4, 6 Gy 照射後(A) Etoposide 0, 25, 50, 100, 200nM (B) (*)は p<0.01 を示

す。データは平均±SEM (n = 3)を示した。 
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Figure 4. DNA 相同組み換え修復経路 

複製ストレスや紫外線によるストレスにより生じた DNA 損傷は MRN 

(MRE11-RAD50-NBS1)複合体によって認識され、ATM や ATR といった下流のキナー

ゼを活性化する。これらのキナーゼによりリン酸化された DNA修復因子が γH2AX を

目印としてリクルートされる。Mre11、CtIP、EXO1 により DNAの end resection が

行われ、3’末端のオーバーハングが生じる。この一本鎖 DNA は、RPA(replication 

protein A)によって保護され、その後 RAD51 と置き換わる。Rad51 はフィラメント状

に一本鎖DNAを覆い保護し、姉妹染色体の相同する配列を検索し、もぐりこんでいく。

もぐりこんだ 3’末端は DNA ポリメラーゼによって伸長され、修復される。 
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Figure 5. 滑膜肉腫細胞株は DNA 相同組み換え修復の終期反応に異常がある。 

(A, B and C) γH2AXおよびMRE11の foci formation。10Gyの電離放射線照射後1時間 (A) 

γH2AX および pRPA32 の foci formation。10Gy の電離放射線照射後 2 時間 (B) γH2AX

および RAD51 の foci formation。10Gy の電離放射線照射後 4 時間 (C) 
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Figure 6. 滑膜肉腫細胞株は DNA 相同組み換え修復活性が低下している。 

(A) DR-GFP レポーターアッセイのスキーム図 

(B) DR-GFP レポーターアッセイ。I-SceI プラスミドをトランスフェクション後、4 日間培

養し、フローサイトメトリーにより GFP 陽性細胞をカウントした。(*)は p<0.05、(**)

は p<0.01 を示す。データは平均±SEM (n = 3)を示した。 
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Figure 7. PARP 阻害剤 Olaparib は滑膜肉腫細胞株の増殖抑制効果を示す。 

Olaparib 0, 0.1, 0.3, 1μM 存在下での滑膜肉腫細胞株および GM-NBS1, GM 細胞のコロニ

ーアッセイによる生存曲線。(*)は p<0.01 を示す。データは平均±SEM (n = 3)を示した。 
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Figure 8. アルキル化剤 Temozolomide は Olaparib の滑膜肉腫細胞株の増殖抑制効果を増

強する。 

(A) Temozolomide 0, 10, 30, 100 μM 存在下での滑膜肉腫細胞株および GM-NBS1, GM 細

胞のコロニーアッセイによる生存曲線。データは平均±SEM (n = 3)を示した。(ns)は

not significant を、(*)は p<0.05 を、(**)は p<0.01 示す。 

(B) GM-NBS1, GM細胞に対する Olaparib 0, 1, 10nMと Temozolomide 0, 10, 30, 100 μM

併用時のコロニーアッセイによる生存曲線。(ns)は not significant を、(**)は p<0.01

を示す。データは平均±SEM (n = 3)を示した。 

(C) 滑膜肉腫細胞株 SYO-1, YaFuSSに対するOlaparib 0, 1, 10nMと Temozolomide 0, 10, 

30, 100 μM 併用時のコロニーアッセイによる生存曲線。(ns)は not significant を、(**)

は p<0.01 を示す。データは平均±SEM (n = 3)を示した。 
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Figure 9. 滑膜肉腫細胞株は Bortezomib に対して感受性を示す。 

各濃度の Bortezomib 添加後 48 時間培養し、生存していた細胞数をカウントし、DMSO コ

ントロールの細胞数で標準化を行った。(*)は p<0.01 を示す。データは平均±SEM (n = 3)

を示した。 
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Table 4. Gene expression profiles: genes up-regulated by Bortezomib 

 

 

 

 

Table 5. Gene expression profiles: genes down-regulated by Bortezomib 
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Figure 10. Bortezomib は滑膜肉腫細胞株の細胞周期を G1 期で止める。 

Bortezomib を 0nM, 4nM, 8nM 添加後 24 時間培養し、DNA を Propidium Iodide (PI)で染

色し、フローサイトメトリーにより細胞周期を解析した。 
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Figure 11. Bortezomib は p21 の蛋白質量を増加させる。 

(A) Bortezomib 0 nM, 4 nM, 8 nM 添加後 24 時間での p21 蛋白質のウェスタンブロット。 

(B) Bortezomib 4 nM添加後 24 時間での SYO-1 細胞における p21 の核内の蓄積。DAPI(青

色)および p21(赤色)。左側に p21 に対する免疫蛍光細胞染色を示す。右側に p21 陽性

細胞の割合のグラフを示す。 
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Figure 12. Bortezomib は Rb タンパク質のリン酸化を抑える。 

Bortezomib 0 nM, 4 nM, 8 nM添加後 24時間での phospho-Rb (pRb)タンパク質および Rb

タンパク質のウェスタンブロット。 
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Figure 13. E2F は G1 期から S期への移行を促進させる。 

G1 期から S 期への移行では、Cyclin D-CDK4/6 複合体および Cyclin E-CDK2 複合体が制

御している。増殖シグナルを受けて Cyclin Dが合成され、CDK4/6 と結合すると、Rb タン

パク質をリン酸化する。リン酸化した Rb タンパク質は、E2F と結合することができなくな

り、転写因子 E2F は Rb タンパク質から離れ、Cyclin E や DNA 複製に必要な遺伝子群な

どの発現を誘導する。G1 期に DNA 損傷などのストレスが起こった際には、p53 が ATM

や ATR などの PI3 キナーゼによってリン酸化され、p21 の発現を誘導する。その後、p21

は Cyclin D-CDK4/6 複合体および Cyclin E-CDK2 複合体を阻害して、S 期への移行を抑制

する。 
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Figure 14. Bortezomib は E2F の下流遺伝子の発現を抑制する。 

Bortezomib 0 nM, 4 nM, 8 nM添加後24時間でのE2F下流遺伝子(E2F1, E2F2, Cyclin A2, 

Cyclin E2)の mRNA 量。(ns)は not significant を、(*)は p<0.01 を示す。データは平均±

SEM (n = 3)を示した。  
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Figure 15. E2F1 の発現抑制は滑膜肉腫細胞株の増殖を抑える。 

滑膜肉腫細胞株 SYO-1 に E2F1 に対する siRNA をエレクトロポレーションによりトラン

スフェクションし、24 時間後細胞を各サンプル 2x104個ずつまき直し、さらに 48 時間培

養後の細胞数をカウントし、コントロール siRNA の細胞数で標準化した。右側に E2F1

の mRNA 量を示す。 (*)は p<0.01 を示す。データは平均±SEM (n = 3)を示した。 
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Figure 16. 滑膜肉腫細胞株は多倍体を有している。 

(A) 滑膜肉腫細胞株 SYO-1, YaFuSS, HS-SYII の細胞周期 

(B) 滑膜肉腫細胞株 SYO-1 のギムザ染色による 2N(左側)および 4N(右側)の染色体画像。 

 

 

 


